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(57) Настоящее изобретение направлено на комбинацию, предназначенную для
лечения или ослабления инфекции, вызванной респираторно-синцитиальным вирусом
(RSV), содержащую 3-({5-хлор-1-[3-(метилсульфонил)пропил]-1H-индол-2-ил}метил)-1-(2,2,2-
трифторэтил)-1,3-дигидро-2Н-имидазо[4,5-с]пиридин-2-он или его фармацевтически приемлемую
соль в качестве соединения А и паливизумаб или его фармацевтически приемлемую соль в качестве
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соединения В, где количество соединения А соответствует значению концентрации от 0,57 до 1250
нМ и количество соединения В соответствует значению концентрации от 0,0061 до 4,447 нМ. Ещё
одним объектом настоящего изобретения является фармацевтическая композиция, обладающая
активностью против RSV, содержащая терапевтически эффективное количество вышеуказанной
комбинации и фармацевтически приемлемый носитель.
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Настоящее изобретение направлено на комбинацию, предназначенную для лечения или ослабления 

инфекции, вызванной респираторно-синцитиальным вирусом (RSV), содержащую 3-({5-хлор-1-[3-

(метилсульфонил)пропил]-1H-индол-2-ил}метил)-1-(2,2,2-трифторэтил)-1,3-дигидро-2Н-имидазо[4,5-

с]пиридин-2-он или его фармацевтически приемлемую соль в качестве соединения А и паливизумаб или 

его фармацевтически приемлемую соль в качестве соединения В, и фармацевтическую композицию на её 

основе. 

RSV, или респираторно-синцитиальный вирус человека, представляет собой крупный РНК-вирус, 

входящий в семейство Pneumoviridae рода Orthopneumovirus вместе с RSV-вирусом крупного рогатого 

скота. RSV человека вызывает ряд заболеваний дыхательных путей у людей всех возрастов во всем мире. 

Он является основной причиной заболеваний нижних дыхательных путей в младенчестве и детстве. Бо-

лее половины всех младенцев сталкиваются с RSV в свой первый год жизни и почти все - в течение их 

первых двух лет. Инфекция у маленьких детей может приводить к повреждению легких, которое сохра-

няется годами и может способствовать развитию хронического заболевания легких в дальнейшей жизни 

(хроническая бронхолегочная обструкция, астма). Подростки и взрослые часто страдают от сильной про-

студы при RSV-инфекции. В старости восприимчивость вновь возрастает, и RSV был вовлечен во мно-

жество вспышек пневмонии у пожилых людей, что приводило в результате к значительной смертности. 

На данный момент было одобрено только три лекарственных средства для применения против 

RSV-инфекции. Первым таковым является рибавирин, нуклеозидный аналог, который обеспечивает аэ-

розольное средство для лечения тяжелой RSV-инфекции у госпитализированных детей. Другие два ле-

карственных средства RespiGam (RSV-IG) и Synagis (паливизумаб) - иммуностимуляторы на основе 

поликлональных и моноклональных антител, предназначены для профилактического применения. Оба 

являются очень дорогостоящими и требуют парентерального введения. Ряд соединений, предназначен-

ных для лечения RSV-инфекции, находится на стадии клинических испытаний. Одно из таких соедине-

ний представляет собой 3-({5-хлор-1-[3-(метилсульфонил)пропил]-1Н-индол-2-ил}метил)-1-(2,2,2-

трифторэтил)-1,3-дигидро-2Н-имидазо[4,5-с]пиридин-2-он, раскрытый в WO-2012/080447 как соедине-

ние P55. 

В настоящее время было обнаружено, что комбинация 3-({5-хлор-1-[3-(метилсульфонил)пропил]-

1H-индол-2-ил}метил)-1-(2,2,2-трифторэтил)-1,3-дигидро-2Н-имидазо[4,5-с]пиридин-2-она (далее в на-

стоящем документе называемого соединением А) и паливизумаба (соединение В), причем соединение В 

обладает свойствами ингибирования репликации RSV, обеспечивает улучшенную терапию при лечении 

RSV-инфекции. 

Таким образом, объектом настоящего изобретения является комбинация, предназначенная для ле-

чения или ослабления инфекции, вызванной респираторно-синцитиальным вирусом (RSV), содержащая 

3-({5-хлор-1-[3-(метилсульфонил)пропил]-1H-индол-2-ил}метил)-1-(2,2,2-трифторэтил)-1,3-дигидро-2Н-

имидазо[4,5-с]пиридин-2-он или его фармацевтически приемлемую соль в качестве соединения А и па-

ливизумаб или его фармацевтически приемлемую соль в качестве соединения В, где количество соеди-

нения А соответствует значению концентрации от 0,57 до 1250 нМ и количество соединения В соответ-

ствует значению концентрации от 0,0061 до 4,447 нМ. 

Ещё одним объектом настоящего изобретения является фармацевтическая композиция, обладающая 

активностью против RSV, содержащая терапевтически эффективное количество указанной выше комби-

нации и фармацевтически приемлемый носитель. 

Соединение А представляет собой 3-({5-хлор-1-[3-(метилсульфонил)пропил]-1H-индол-2-

ил}метил)-1-(2,2,2-трифторэтил)-1,3-дигидро-2Н-имидазо[4,5-с]пиридин-2-он, раскрытый в WO-

2012/080447 как соединение P55, имеющее следующую структуру: 

 
Ингибирующее RSV соединение В - паливизумаб - представляет собой моноклональное антитело, 

CAS 188039-54-5. 

При использовании далее в настоящем документе выражения "соединение А", "соединение В", 

предназначены для включения как соединения А и/или соединения В в своей форме свободного основа-

ния, так и их форм фармацевтически приемлемых солей. 

Соединение А или соединение В можно применять в формах фармацевтически приемлемых солей 

или в свободной (т.е. несолевой) форме. Формы солей могут быть получены путем обработки свободной 

формы кислотой или основанием. Интерес представляют фармацевтически приемлемые соли присоеди-
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нения кислоты и основания, которые подразумеваются как включающие формы терапевтически актив-

ных нетоксичных солей присоединения кислоты и основания, которые данные соединения способны об-

разовывать. Фармацевтически приемлемые соли присоединения кислоты соединения А или соединений 

В можно легко получать посредством обработки свободной формы такой соответствующей кислотой. 

Соответствующие кислоты предусматривают, например, неорганические кислоты, такие как галогенво-

дородные кислоты, такие как бромистоводородная кислота или, в частности, хлористоводородная кисло-

та; или серная, азотная, фосфорная и подобные кислоты; или органические кислоты, такие как, например, 

уксусная, пропановая, гидроксиуксусная, молочная, пировиноградная, щавелевая, малоновая, янтарная, 

малеиновая, фумаровая, яблочная (т.е. гидроксибутандиовая кислота), винная, лимонная, метансульфо-

новая, этансульфоновая, бензолсульфоновая, п-толуолсульфоновая, цикламовая, салициловая, п-

аминосалициловая, памовая и подобные кислоты. Соединение А или соединения В также можно пре-

вращать в формы фармацевтически приемлемых солей присоединения металлов или аминов посредством 

обработки соответствующими органическими или неорганическими основаниями. Соответствующие 

формы основных солей включают, например, соли аммония, соли щелочных и щелочноземельных ме-

таллов, например соли лития, натрия или калия; или соли магния или кальция; соли органических осно-

ваний, например соли бензатина, N-метил-D-глюкамина, гидрабамина, и соли аминокислот, таких как, 

например, аргинин, лизин и подобные. Выражение "форма соли присоединения" также подразумевает 

включение любых сольватов, которые соединение А или соединение В могут образовывать, а также их 

соли. Такими сольватами являются, например, гидраты, алкоголяты, например этаноляты, и подобные. 

Количество соединения А и количество соединения В в комбинациях по настоящему изобретению 

являются таковыми, что в отношении RSV обеспечивается синергический противовирусный эффект. Все 

количества, которые упоминаются в данном и следующих абзацах, относятся к свободной форме (т.е. 

несолевой форме). Приведенные выше значения представляют эквиваленты свободной формы, т.е. вели-

чины, соответствующие предполагаемому введению свободной формы. При введении солей количества 

должны быть рассчитаны в зависимости от соотношения молекулярных масс солевой формы и свобод-

ной формы. 

Указанные в настоящем документе суточные дозы рассчитаны для средней массы тела, составляю-

щей приблизительно 70 кг, и должны быть пересчитаны в случае применения в педиатрии или в случае 

применения у пациентов со значительным отклонением массы тела. 

Дозировки могут быть представлены в виде одной, двух, трех или четырех или более частей дозы, 

вводимых через определенные интервалы в течение суток. Применяемая дозировка предпочтительно 

соответствует суточному количеству соединения А и соединения В, указанному выше, или его части до-

зы, такой как его 1/2, 1/3 или 1/4. Лекарственная форма может содержать соединение А и соединение В в 

количестве, эквивалентном диапазонам или величинам, указанным в предыдущих абзацах, либо в от-

дельных составах, либо в комбинированном составе. Такой комбинированный состав является предпоч-

тительным. 

В случае если соединение А и соединение В подлежат введению один раз в сутки, оно может быть 

выполнено посредством введения объединенной комбинации с фиксированной дозой, содержащей со-

единение А и соединение В. Лекарственные формы, которые можно вводить, описаны далее в настоящем 

документе, при этом лекарственные формы для перорального применения, в частности растворы для пе-

рорального приема, являются предпочтительными. 

Активные ингредиенты могут быть составлены в фармацевтических композициях либо по отдель-

ности, либо в виде объединенной фармацевтической композиции. В последнем случае предусмотрена 

фармацевтическая композиция, содержащая терапевтически эффективное количество соединения А или 

его фармацевтически приемлемой соли и соединения В или его фармацевтически приемлемой соли и 

фармацевтически приемлемый носитель. Терапевтически эффективное количество в данном контексте 

представляет собой количество, достаточное для стабилизации или снижения интенсивности RSV-

инфекции у инфицированных субъектов. Терапевтически эффективные количества могут, в частности, 

соответствовать количествам, указанным выше, для введения ежесуточно или их частям дозы для удоб-

ства нескольких ежесуточных введений. 

Способ получения фармацевтической композиции, указанной в настоящем документе, предусмат-

ривает тщательное смешивание фармацевтически приемлемого носителя с терапевтически эффективным 

количеством соединения А или его фармацевтически приемлемой соли и эффективным количеством со-

единения В или его фармацевтически приемлемой соли. 

Комбинации, представленные в настоящем документе, также можно составлять в виде комбиниро-

ванного препарата для одновременного или последовательного применения в терапии против RSV. В 

таком случае соединение А составлено в фармацевтической композиции, содержащей другие фармацев-

тически приемлемые наполнители, и соединение В составлены отдельно в фармацевтической компози-

ции, содержащей другие фармацевтически приемлемые наполнители. Условно говоря, данные отдельные 

фармацевтические композиции могут представлять собой часть набора для одновременного или после-

довательного применения. 

Отдельные компоненты комбинации по настоящему изобретению можно вводить одновременно 
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или раздельно в разные моменты времени в ходе терапии или параллельно в разделенных или единых 

комбинированных формах. 

Следовательно, соединение А и соединение В отдельно или в комбинации можно составлять в раз-

личные фармацевтические композиции, которые подходят для целей введения. В таких композициях те-

рапевтически эффективное количество каждого из конкретных соединений А и В объединено с фарма-

цевтически приемлемым носителем, причем носитель может принимать широкое разнообразие форм в 

зависимости от необходимой для введения формы препарата. Фармацевтические композиции можно по-

лучать в виде лекарственных препаратов, предназначенных для перорального, парентерального (в том 

числе подкожного, внутримышечного и внутривенного), ректального, трансбуккального или интрана-

зального введения. Подходящие композиции для перорального введения включают порошки, грануляты, 

агрегаты, таблетки, прессованные или покрытые пилюли, драже, саше, твердые или желатиновые капсу-

лы, сиропы и суспензии. Подходящие композиции для парентерального введения включают водные или 

неводные растворы или эмульсии, при этом подходящие композиции для ректального введения включа-

ют суппозитории с гидрофильной или гидрофобной средой-носителем. Для интраназальной доставки 

можно применять подходящие системы аэрозольной доставки. 

Например, при получении композиций для перорального введения можно использовать любую 

обычную фармацевтическую среду, такую как, например, вода, гликоли, масла, спирты и им подобные, в 

случае жидких композиций для перорального введения, таких как суспензии, сиропы, эликсиры, эмуль-

сии и растворы; или твердые носители, такие как крахмалы, сахара, каолин, смазывающие вещества, свя-

зующие, разрыхлители и им подобные, в случае твердых композиций. В случае композиций для паренте-

рального введения носитель будет, как правило, содержать стерильную воду, по меньшей мере в значи-

тельной степени, хотя в носитель могут добавляться другие ингредиенты, такие как солюбилизаторы, 

эмульгаторы или дополнительные вспомогательные средства. Могут быть получены инъекционные рас-

творы, в которых носитель содержит физиологический раствор, раствор глюкозы или смесь и первого, и 

второго. Также можно получать суспензии для инъекций, в случае которых можно использовать соответ-

ствующие жидкие носители, суспендирующие средства и т.п. Также включены препараты в твердой 

форме, которые предназначены для превращения непосредственно перед применением в препараты в 

жидкой форме, такие как порошки для растворения. 

Фармацевтические композиции для удобства могут быть представлены в стандартной лекарствен-

ной форме для простоты введения и однородности дозы. Примеры включают таблетки (в том числе де-

лимые или покрытые оболочкой таблетки), капсулы, пилюли, суппозитории, пакеты с порошком, пла-

стинки, растворы или суспензии для инъекций и им подобные, а также их отдельные множества. 

Комбинация соединения А и соединения В, указанных в настоящем документе, подходит для лече-

ния теплокровных животных, в частности людей, инфицированных RSV. 

Используемые в настоящем документе выражения "лечить", "лечащий", "лечение", "терапевтиче-

ский" и "терапия" необязательно означают полное излечение или устранение заболевания или состояния. 

Любое снижение значения вирусной нагрузки или облегчение любых нежелательных признаков или 

симптомов заболевания или состояния до некоторой степени можно рассматривать как лечение и/или 

терапию. 

Выражения "терапевтически эффективное количество" и "эффективное количество" применяют для 

обозначения количества активного соединения или фармацевтического средства, которое вызывает от-

мечаемый биологический или медицинский ответ. Например, терапевтически эффективное количество 

соединения может представлять собой количество, необходимое для предупреждения, облегчения или 

уменьшения интенсивности симптомов заболевания, снижения значения вирусной нагрузки или продле-

ния продолжительности жизни субъекта, подвергаемого лечению. Данный ответ может возникать в тка-

ни, системе, животном или человеке и включает снижение значения вирусной нагрузки, облегчение при-

знаков или симптомов заболевания, которое лечат. Определение эффективного количества вполне соот-

ветствует квалификации специалистов в данной области техники с учетом раскрытия, представленного в 

настоящем документе. Терапевтически эффективное количество соединений, раскрытых в настоящем 

документе, требуемое в качестве дозы, будет зависеть от пути введения, вида животного, в том числе 

человека, подвергаемого лечению, и физических характеристик конкретного рассматриваемого животно-

го. Доза может быть изменена для достижения необходимого эффекта, но будет зависеть от факторов, 

таких как вес, рацион, параллельное применение лекарственных препаратов и другие факторы, которые 

будут понятны специалистам в области медицины. 

Различные показатели, предназначенные для определения эффективности способа лечения инфек-

ции, вызываемой респираторно-синцитиальным вирусом (RSV), известны специалистам в данной облас-

ти техники. Пример подходящих показателей включает без ограничения снижение значения вирусной 

нагрузки, снижение репликации вируса, сокращение времени до сероконверсии (вирус, который невоз-

можно обнаружить в сыворотке пациента), снижение заболеваемости или смертности в клинических ис-

ходах и/или другой показатель ответа заболевания. 

Комбинация соединения А и соединения В или фармацевтически приемлемых солей вышеуказан-

ных соединений может обеспечивать снижение значений титра вируса до необнаруживаемых уровней, 
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например менее 1,7 log10 эквивалента бляшкообразующих единиц (PFUe)/мл или менее 0,3 log10 эквива-

лента бляшкообразующих единиц (PFUe)/мл. Комбинация соединений, описанная в настоящем докумен-

те, может обеспечивать снижение значения вирусной нагрузки по сравнению со значением вирусной на-

грузки до введения комбинации (например, через 60 ч после получения начальной дозы комбинации). 

Комбинация соединений, описанная в настоящем документе, может обеспечивать снижение значения 

вирусной нагрузки до значения менее 1,7 log10 (PFUe)/мл или менее 0,3 log10 (PFUe)/мл. Комбинация со-

единений, описанная в настоящем документе, может обеспечивать снижение титра вируса в сыворотке 

субъекта в диапазоне от приблизительно 1,5-кратного логарифмического до приблизительно 2,5-

кратного логарифмического снижения, от приблизительно 3-кратного логарифмического до приблизи-

тельно 4-кратного логарифмического снижения или более чем приблизительно 5-кратного логарифмиче-

ского снижения по сравнению со значением вирусной нагрузки до введения комбинации. Например, зна-

чение вирусной нагрузки измеряют перед введением комбинации и через несколько часов после получе-

ния начальной дозы комбинации (например, через 60 ч после получения начальной дозы комбинации). 

Комбинация соединения А и соединения В или фармацевтически приемлемых солей вышеуказан-

ных соединений может обеспечивать по меньшей мере 1-, 2-, 3-, 4-, 5-, 10-, 15-, 20-, 25-, 50-, 75-, 100-

кратное или большее снижение репликации RSV относительно уровней перед осуществлением лечения у 

субъекта, определенное через несколько часов после получения начальной дозы комбинации (например, 

через 60 ч после получения начальной дозы комбинации). Комбинация, описанная в настоящем докумен-

те, может обеспечивать снижение репликации RSV относительно уровней перед осуществлением лече-

ния в диапазоне от приблизительно 2- до приблизительно 5-кратного, от приблизительно 10- до прибли-

зительно 20-кратного, от приблизительно 15- до приблизительно 40-кратного или от приблизительно 50- 

до приблизительно 100-кратного снижения. Комбинация, описанная в настоящем документе, может 

обеспечивать снижение репликации RSV в диапазоне от 1- до 1,5-кратного логарифмического, от 1,5-

кратного логарифмического до 2-кратного логарифмического, от 2-кратного логарифмического до 2,5-

кратного логарифмического, от 2,5- до 3-кратного логарифмического, от 3-кратного логарифмического 

до 3,5-кратного логарифмического или от 3,5- до 4-кратного логарифмического или большего снижения 

репликации RSV по сравнению со снижением RSV, достигаемым благодаря применению одного средст-

ва против RSV, вводимого в виде монотерапии, или может достигаться такое же снижение за более ко-

роткий период времени. 

Через некоторое время возбудители инфекции могут проявлять устойчивость к одному или не-

скольким терапевтическим средствам. Выражение "устойчивость", используемое в настоящем докумен-

те, относится к вирусному штамму, демонстрирующему отложенный, уменьшенный и/или нулевой ответ 

на терапевтическое(терапевтические) средство(средства). Например, после лечения противовирусным 

средством значение вирусной нагрузки субъекта, инфицированного устойчивым вирусом, может быть 

снижено в меньшей степени по сравнению с величиной, проявляемой при снижении значения вирусной 

нагрузки субъектом, инфицированным неустойчивым штаммом. Комбинацию соединения А и соедине-

ния В или фармацевтически приемлемых солей вышеуказанных соединений можно вводить субъекту, 

инфицированному RSV, который является устойчивым к одному или нескольким различным средствам 

против RSV (например, рибавирину). Развитие устойчивых штаммов RSV может быть отложено при ле-

чении субъектов с помощью комбинации соединений, описанной в настоящем документе, по сравнению 

с развитием штаммов RSV, устойчивых к другим средствам против RSV, вводимым в виде монотерапии. 

Комбинация соединения А и соединения В или фармацевтически приемлемых солей вышеуказан-

ных соединений может снижать процент субъектов, которые испытывают осложнения от вирусной ин-

фекции, вызванной RSV, по сравнению с процентом субъектов, которые испытывают осложнение при 

лечении одним средством против RSV. Например, процент субъектов, подвергаемых лечению комбина-

цией соединений, описанной в настоящем документе, которые испытывают осложнения, может состав-

лять на 5%, 10%, 25%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% и 90% меньше по сравнению со значением для субъек-

тов, подвергаемых лечению лишь одним средством против RSV, вводимым в виде монотерапии. 

Потенциальное преимущество использования комбинации соединения А и соединения В или фар-

мацевтически приемлемых солей вышеуказанных соединений может представлять собой снижение тре-

буемого(требуемых) количества(количеств) соединения А и/или соединения В или их фармацевтически 

приемлемых солей, которое(которые) является(являются) эффективным(эффективными) в лечении RSV-

инфекции по сравнению с количеством, требуемым для достижения такого же терапевтического резуль-

тата при применении одного соединения (В) или его фармацевтически приемлемой соли и/или соедине-

ния А или его фармацевтически приемлемой соли. Например, количество соединения А или его фарма-

цевтически приемлемой соли и/или соединения В или его фармацевтически приемлемой соли может 

быть меньшим по сравнению с количеством вышеуказанных соединений, необходимым для достижения 

такого же значения снижения вирусной нагрузки при введении в виде монотерапии. Другое потенциаль-

ное преимущество использования комбинации, описанной в настоящем документе, заключается в том, 

что применение двух или более соединений, имеющих различный механизм действия, может создать 

более высокий барьер для развития устойчивых вирусных штаммов по сравнению с барьером при введе-

нии соединения в виде монотерапии. Дополнительные преимущества использования комбинации, описан-
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ной в настоящем документе, могут включать перекрестную устойчивость к соединениям комбинации - от 

незначительной до ее отсутствия; различные пути выведения соединений комбинации; перекрывание 

профилей токсичности соединений комбинации - от небольшой степени до его отсутствия; эффекты на 

цитохром Р450 - от небольших до незначительных; и/или фармакокинетические взаимодействия соеди-

нений комбинации - от небольших до их отсутствия. 

Примеры 

Следующие примеры предназначены для иллюстрации настоящего изобретения, а не для его огра-

ничения. 

Пример 1. Анализ в отношении RSV 

Черные 384-луночные титрационные микропланшеты с прозрачным дном (Corning, Амстердам, 

Нидерланды) заполняли путем звукового выталкивания капли с использованием устройства для манипу-

ляций с жидкостями Echo (Labcyte, Саннивейл, Калифорния). 200 нл исходных растворов соединений 

(100% DMSO) переносили в планшеты для исследования. Соединение (А) или его фармацевтически при-

емлемую соль серийно разводили (1:3) с получением 12 различных концентраций "в горизонтальном на-

правлении" в 384-луночном планшете и соединение (В) или его фармацевтически приемлемую соль се-

рийно разводили (1:3) с получением 12 различных концентраций "в вертикальном направлении" в 384-

луночном планшете. Также было выделено пространство для титрования каждого из соединений по от-

дельности для применения в качестве эталонных контролей. Анализ инициировали путем добавления  

10 мкл среды для культивирования в каждую лунку (среда RPMI без фенолового красного, 10% FBS, 

инактивированной нагреванием, 0,04% гентамицина (50 мг/мл). Все дополнительные стадии выполняли с 

использованием многоканального дозатора (Thermo Scientific, Эрембодегем, Бельгия). Затем вирус 

rgRSV224 (MOI=1), разведенный в среде для культивирования, вносили в планшеты. Вирус rgRSV224 

представляет собой сконструированный вирус, который включает в себя дополнительный ген GFP (Hal-

lak LK, Spillmann D, Collins PL, Peeples ME. Glycosaminoglycan sulfation requirements for respiratory 

syncytial virus infection; Journal of virology (2000), 74(22), 10508-13), лицензия на который была приобре-

тена у NIH (Бетесда, Мэриленд, США). В конечном итоге, вносили 20 мкл суспензии клеток HeLa (3000 

клеток/лунка). Среду, инфицированные вирусом контрольные образцы и контрольные образцы с имита-

цией инфицирования включали в каждый тест. Лунки содержали 0,05% DMSO на объем. Клетки инкуби-

ровали при 37°С в атмосфере 5% СО2. Через три дня после воздействия вируса количественно оценивали 

вирусную репликацию путем измерения экспрессии GFP в клетках с помощью собственной разработки - 

лазерного микроскопа MSM (Tibotec, Берсе, Бельгия). ЕС50 определяли как 50% ингибирующую концен-

трацию для экспрессии GFP. 

Анализ жизнеспособности клеток 

Параллельно инкубировали соединения в течение трех суток в наборе белых 384-луночных титра-

ционных микропланшетов (Corning) и определяли цитотоксичность соединений в клетках HeLa путем 

измерения содержания ATP в клетках с применением набора ATPLite (Perkin Elmer, Завентем, Бельгия) в 

соответствии с инструкциями изготовителя. СС50 определяли как 50% концентрацию для цитотоксично-

сти. 

Анализ данных 

Каждый эксперимент осуществляли при N=3 как в отношении активности против RSV, так и в от-

ношении жизнеспособности клеток. Получали среднее процентное ингибирование величин содержания 

репликонов из 3 экспериментов и в отношении активности против RSV рассчитывали показатель адди-

тивности (CI) с помощью программы из пакета программного обеспечения CalCuSyn от Biosoft (Biosoft, 

Великобритания): CI=[(D)1/(Dx)1]+[(D)2/(Dx)2]. Комбинацию определяли как: CI<1: синергия; CI>1: 

антагонизм; CI=1: аддитивность. Более подробный диапазон CI представлен в таблице ниже. 
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Пример 2. Исследования комбинации - RSV с репортерным геном Renilla 

RSV, экспрессирующий люциферазу Renilla (A2-RL-linel9F), был получен доктором Мартином Му-

ром из Университета Эмори, Атланта, Джорджия, США. In vitro вирусная кинетика A2-RL-linel9F по-

добна таковой RSV дикого типа. Линию НЕр-2 клеток-хозяев приобретали у АТСС (№ по кат. CCL-23) и 

клетки культивировали в I× 50/50 DMEM/среда Хэма F-12, содержащей L-глутамин и 15 мМ HEPES 

(Mediatech, № по кат. 10-092-СМ). В среду дополнительно добавляли 5% (об./об.) FBS (Mediatech, № по 

кат. 35-010-CV) и 1% (об./об.) пенициллина/стрептомицина (Mediatech, № по кат. 30-002-CI). Клетки 

НЕр-2 выдерживали при 37°С в увлажненной атмосфере с 5% CO2. 

Обработка лекарственным средством и введение доз вируса 

Для определения эффекта комбинации соединений следовали следующей процедуре. В первые су-

тки высевали 20000 клеток НЕр-2/лунка в 96-луночном планшете. На следующие сутки тестируемые об-

разцы солюбилизировали в 100% DMSO до необходимой конечной тестовой концентрации, составляю-

щей 200×. Затем соединение (А) или его фармацевтически приемлемую соль серийно разводили (1:3) с 

получением 9 различных концентраций "в горизонтальном направлении" в 96-луночном планшете и со-

единение (В) или его фармацевтически приемлемую соль серийно разводили (1:3) с получением 7 раз-

личных концентраций "в вертикальном направлении" в 96-луночном планшете. Серийно разведенные 

тестируемые образцы 200× затем разводили 1:10 в питательной среде для клеток с получением тестируе-

мых образцов 20×. Аликвоту, составляющую 5 мкл, тестируемых образцов 20× добавляли в шахматном 

порядке к клеткам с 90 мкл существующей среды. Также было выделено пространство для титрования 

каждого из соединений по отдельности для применения в качестве эталонных контролей. После 12-

часовой предварительной инкубации тестируемых образцов в планшет добавляли A2-RL-linel9F при 

MO1, составляющей 0,5, и дополнительно инкубировали в течение 2 суток при 37°С в 5% CO2.  

Определение активности против RSV 

Систему анализа с использованием люциферазы Renilla (Promega, № по кат. Е2820) применяли для 

измерения активности против RSV. Анализируемые планшеты подготавливали, как указано выше. Лю-

минесценцию регистрировали с использованием многометочного счетчика Victor3V от Perkin Elmer. 

Анализ жизнеспособности клеток 

Люминесцентный анализ жизнеспособности клеток CellTiter-Glo (Promega, № по кат. G7572) при-

меняли для измерения жизнеспособности клеток. Люминесцентный анализ жизнеспособности клеток 

CellTiter-Glo представляет собой однофазный способ определения числа жизнеспособных клеток в 

культуре на основе определения количества присутствующего аденозинтрифосфата (АТР), который сиг-

нализирует о наличии метаболически активных клеток. Анализируемые планшеты подготавливали при 

таких же условиях, что и для анализа в отношении RSV, за исключением того, что вирус не добавляли 

при анализе жизнеспособности клеток. Аликвоту 100 мкл реагента CellTiter-Glo добавляли в каждую 

лунку и инкубировали при комнатной температуре в течение 8 мин. Люминесценцию регистрировали с 

использованием многометочного счетчика Victor3V от Perkin Elmer. 

Анализ данных 

Каждый эксперимент осуществляли при N=5 как в отношении активности против RSV, так и в от-

ношении жизнеспособности клеток. Получали среднее процентное ингибирование величин содержания 

репликонов из 5 экспериментов и активность против RSV анализировали с применением двух моделей 

анализа взаимодействия лекарственных средств, анализа изоболограммы и/или модели Причарда. 

Анализ изоболограммы 

Эффекты комбинаций "лекарственное средство-лекарственное средство" оценивали с помощью мо-

дели аддитивности Леве, в которой экспериментальные данные анализировали с применением CalcuSyn 
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(Biosoft, Фергюсон, Миссури), компьютерной программы на основе метода Чжоу-Талалэя. Для каждой 

экспериментальной комбинации рассчитывали величину показателя аддитивности (CI) и изоболограмму. 

Величины CI, составляющие соответственно <1, 1 и >1, указывают на синергию, аддитивный эффект и ан-

тагонизм. В рамках категории синергии: CI<0,1 предусматривает очень сильный синергизм; CI 0,1-0,3 - 

сильный синергизм; CI 0,3-0,7 - синергизм и CI 0,7- 0,85 - умеренный синергизм. Анализ изоболограммы, 

который графически представляет аддитивный, синергический и антагонистический эффекты лекарст-

венных средств, также применяли для моделирования взаимодействия противовирусных активностей. В 

данном представлении величина эффективной концентрации (ЕС) одного лекарственного средства нане-

сена на одну ось, а соответствующая величина ЕС второго лекарственного средства нанесена на вторую 

ось; при этом линия, соединяющая данные две точки, представляет собой количество каждого лекарст-

венного средства в комбинации, которое может потребоваться для достижения эквивалентной величины 

ЕС, при условии, что их эффекты являются аддитивными. 

Модель Причарда (Mac Synergy II) 

Программное обеспечение MacSynergy II было любезно предоставлено доктором М. Причардом 

(Мичиганский университет). Данная программа позволяет проводить трехмерное исследование взаимо-

действия лекарственных средств во всех точках данных, полученных от комбинации в шахматном по-

рядке двух ингибиторов с помощью модели независимого анализа межлекарственных взаимодействий по 

Блиссу. Доверительные пределы определяли из дублированных данных. Если 95% доверительных преде-

лов (CL) не перекрывают теоретическую аддитивную поверхность, то взаимодействие между двумя ле-

карственными средствами существенно отличается от аддитивного. Размеры синергии или антагонизма 

можно определять и графически изображать в трех измерениях и представлять относительную величину 

синергизма или антагонизма на одно изменение концентраций двух лекарственных средств. Размеры 

синергии и антагонизма основаны на модели независимого анализа межлекарственных взаимодействий 

по Блиссу, которая предполагает, что оба соединения действуют независимо друг от друга на разные це-

ли. Набор расчетных фракционных ответов faAB в соответствии с моделью независимого анализа меж-

лекарственных взаимодействий по Блиссу рассчитывают как faAB=faA+faB-faA×faB, при этом faA и faB 

представляют собой фракцию возможных ответов, например % ингибирования соединений А и В соот-

ветственно при количествах dA и dB, и он описывает % ингибирования комбинации соединений А и В 

при количестве (dA+dB). Если faAB>faA+faB-faA×faB, то получается синергия по Блиссу; если 

faAB<faA+faB-faA×faB, то получается антагонизм по Блиссу. 95% размеров синергии/антагонизма пред-

ставляет собой суммирование значений разности между наблюдаемым ингибированием и 95% довери-

тельным пределом при прогнозировании faAB в соответствии с моделью независимого анализа межле-

карственных взаимодействий по Блиссу. В табл. 1 показаны размеры и соответствующие описания раз-

меров для результатов независимого анализа межлекарственных взаимодействий по Блиссу. Для анализа 

данных применяли MacSynergy II. 

Таблица 1. Описание размеров с помощью MacSynergy II 

 
Пример 3. Эксперименты в отношении анализируемой комбинации для RSV 

Для оценивания их объединенного противовирусного эффекта в отношении RSV проводили иссле-

дования комбинации in vitro с JNJ-53718678 ("соединение А") и паливизумаба ("соединение В"). Вкратце, 

9 концентраций соединения А объединяли с 6 или 7 концентрациями соединения В. Клетки HeLa инфи-

цировали с помощью rgRSV224, разработанного штамма RSV, который кодирует eGFP (Hallak LK, 

Spillmann D, Collins PL, Peeples ME. Glycosaminoglycan sulfation requirements for respiratory syncytial virus 

infection; Journal of Virology (2000), 74(22), 10508-13), в присутствии различных концентраций соедине-

ния А и соединения В по отдельности или в комбинации. 

Исходные растворы соединений представляли собой 5 мМ в 100% DMSO со следующими исключе-

ниями: рибавирин, 20 мМ; А 60444, 10 мМ; CR9501, 141 мкМ в PBS; паливизумаб, 156 мкМ в PBS; MDT 

637, 100 мкМ в метаноле. Во-первых, соединения серийно разводили в 3-кратных сериях разведения в 

DMSO; CR9501 и паливизумаб серийно разводили в клеточной культуральной среде и MDT 637 - в мета-

ноле. Серию концентраций разводили 100-кратно в клеточной культуральной среде с достижением ком-

бинированной матрицы. 10 мкл данных растворов соединения переносили в черные 384-луночные обра-

ботанные культурой тканей планшеты с прозрачным дном. Затем добавляли 10 мкл суспензии клеток 

HeLa с концентрацией 150000 клеток на мл для достижения концентрации 3000 клеток в лунке. Наконец, 

добавляли 10 мкл разведенного исходного раствора, содержащего вирус, для достижения MOI, состав-

ляющей 1. Конечная концентрация DMSO во всех лунках составляла 0,5% DMSO за исключением случая 

эксперимента с MDT 637, где она составляла 0,25% DMSO+0,25% метанола. Каждую комбинацию кон-
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центраций соединений тестировали в 4 повторностях на 3 отдельных планшетах с получением в общей 

сложности 12 повторностей. Планшеты инкубировали в течение 3 суток при 37°С в увлажненной атмо-

сфере при 5% CO2. Сигнал GFP измеряли с помощью устройства EnVision от PerkinElmer с применением 

фильтра 405 нм. 

Для статистического анализа наблюдаемый сигнал GFP нормализовали с применением вирусных 

контролей (VC) и клеточных контролей (СС) на соответствующем планшете: ответ=(GFP - СС)/(VC - 

СС), где СС вычисляли как медианное значение GFP для всех холостых лунок (без вируса) и VC вычис-

ляли как медианное значение GFP для всех контрольных лунок (без соединения). 

Для оценивания синергии применяли метод Харброна (Statistics in Medicine, 2010, 

DOI:10.1002/sim3916). Применяя определение Леве, два соединения определяют как являющиеся адди-

тивными, синергическими или антагонистическими с помощью выражения: 

 
где d1 и d2 представляют собой дозы двух соединений, которые в комбинации обеспечивают эффект 

y, и Dy,1 и Dy,2 представляют собой дозы двух соединений, которые обеспечивают такой же эффект y при 

введении в виде монотерапии. 3PL-модель (3-параметрическую логарифмически-логистическую модель) 

применяли для данных о зависимости "доза-эффект" при монотерапии, где исходный уровень ответа ус-

танавливали на уровне единицы. 

В соответствии с подходом Харброна следующие модели приспосабливали к данным: 

"аддитивная": исходя из отсутствия взаимодействия между двумя соединениями; 

"однородная": исходя из постоянного показателя взаимодействия τ во всех комбинациях доз; 

"линейная А": исходя из того, что показатель взаимодействия линейно зависит от log10 дозы соеди-

нения А: τ=τ1+τ2 log 10(dA); 

"отдельная А": исходя из того, что показатель взаимодействия τ принимает отдельное значение для 

каждой дозы соединения А. 

Последние две модели также рассматривали для соединения В: 

"линейная В": исходя из того, что показатель взаимодействия τ линейно зависит от log10 дозы со-

единения В: τ=τ1+τ2 log10(dB) ; 

"отдельная В": исходя из того, что показатель взаимодействия τ принимает отдельное значение для 

каждой дозы соединения В. 

"Отдельная А" модель была выбрана из всех тестируемых комбинаций на основании информацион-

ного критерия Акаике (AIC). Результаты тестов для комбинаций соединения А с различными соедине-

ниями В представлены ниже. 

Комбинация: соединение А и паливизумаб в качестве соединения В 

Таблица 4. Нормализованные данные для соединения А в комбинации  

с паливизумабом в качестве соединения В (среднее из 12 повторностей) 

 
В табл. 5 показано, что показатель взаимодействия (т) оценивается с 95% доверительными интерва-

лами (CI) для "отдельной А" модели. Следует заметить, что модель была подобрана посредством уста-

новления наклона в 3PL-модели для соединения В с оценкой, полученной в результате подбора моноте-

рапии. При условии, что степень синергии варьируется в зависимости от доз соединения А, обнаружива-

ется значительная степень синергии для всех рассматриваемых уровней дозы. В целом степень синергии 

увеличивается с повышением уровней дозы при плато примерно от 5,1 до 139 нМ. 
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Таблица 5. Оценочные значения показателей взаимодействия при 95% CI  

для "отдельной А" модели. Показатель взаимодействия при значении ЕС50 аппроксимировали посредст-

вом линейной интерполяции оценок тау. 

 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Комбинация, предназначенная для лечения или ослабления инфекции, вызванной респираторно-

синцитиальным вирусом (RSV), содержащая 3-({5-хлор-1-[3-(метилсульфонил)пропил]-1H-индол-2-

ил}метил)-1-(2,2,2-трифторэтил)-1,3-дигидро-2Н-имидазо[4,5-с]пиридин-2-он или его фармацевтически 

приемлемую соль в качестве соединения А и паливизумаб или его фармацевтически приемлемую соль в 

качестве соединения В, где количество соединения А соответствует значению концентрации от 0,57 до 

1250 нМ и количество соединения В соответствует значению концентрации от 0,0061 до 4,447 нМ. 

2. Фармацевтическая композиция, обладающая активностью против RSV, содержащая терапевтиче-

ски эффективное количество комбинации по п.1 и фармацевтически приемлемый носитель. 

 

Евразийская патентная организация, ЕАПВ 

Россия, 109012, Москва, Малый Черкасский пер., 2 
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